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摘 要 : 为 了 探 讨 胎 牛 血 清 和 血 浆 对 甲 醛 诱 导 性 细 胞 内 DNA- 蛋 白 质 交 联 的 影 响 , 以 昆 明 纯 系 小 鼠 直 接 分 离 肝 细 胞 为

试 验 材 料 进 行 体 外 染 毒 实 验 , 采 用 KCl- SDS 沉 淀 法 检 测 甲 醛 染 毒 后 肝 细 胞 中 DNA- 蛋 白 质 交 联 含 量 . 结 果 表 明 , 当 缺

乏 胎 牛 血 清 和 血 浆 时 , 500μmol·mL- 1 甲 醛 仅 引 起 较 低 水 平 的 交 联 效 应 , 而 加 入 胎 牛 血 清 和 血 浆 以 后 , 甲 醛 诱 导 的

DPC 极 显 著 上 升 ( p < 0.01 ) . 血 浆 作 用 比 胎 牛 血 清 更 明 显 , 但 二 者 无 显 著 性 差 异 . 结 果 提 示 , 胎 牛 血 清 和 血 浆 对 甲 醛

诱 导 性 DPC 形 成 具 有 促 进 作 用 , 而 不 是 以 前 学 者 认 为 的 缓 冲 作 用 , 这 可 能 是 甲 醛 远 距 离 毒 性 的 基 础 .
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Abstract : In order to explore the effects of fetal serum and plasma on formaldehyde induced DNA- protein crosslink ( DPC)

in cells , KCl - SDS assay was applied to determine the amount of DPC in liver cells isolated from purebred Kunming mice.

Results showed that formaldehyde as 500μmol·mL - 1 induced relatively low amount of DPC at the absence of fetal serum

and plasma. But DPC formation was significantly elevated in the presence of fetal serum and plasma ( p < 0.01 ) . Effects of

plasma were somewhat more obvious , however , with no significant difference. These results indicate that fetal serum and

plasma have stimulative effects , instead of buffer effects , on formaldehyde induced DPC formation. Such stimulative effects

may be important mechanism for the site - distant toxicity of inhaled formaldehyde.
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2004 年 , 世 界 卫 生 组 织 下 属 机 构 ———国 际 癌

症 研 究 中 心( IARC) 领 导 的 工 作 小 组 评 估 了 甲 醛

致 癌 效 应 的 相 关 报 告 后 , 将 甲 醛 确 定 为 1A 类 物 质

( 人 类 致 癌 物) , 甲 醛 被 认 为 与 鼻 咽 癌 、鼻 窦 癌 等 癌

症 有 关 ( International Agency for Research on

Cancer , 2004) . 但 吸 入 甲 醛 是 否 具 有 远 距 离 毒 性 ,

从 而 诱 发 白 血 病 等 癌 症 还 存 在 较 大 争 议 . 尽 管 流

行 病 学 调 查 和 试 验 证 据 均 表 明 , 吸 入 甲 醛 可 能 对

远 距 离 组 织 产 生 毒 性 效 应 , 并 与 白 血 病 等 癌 症 的

发 生 紧 密 相 关 ( Coggon et al., 2003; Hauptmann et

al., 2003; Shaham et al., 1996; 2003) , 但 甲 醛 代 谢

与 吸 收 的 相 关 研 究 却 表 明 , 吸 入 甲 醛 可 在 接 触 组

织 迅 速 积 累 、降 解 或 者 形 成 其 他 物 质 , 使 自 由 甲 醛

的 浓 度 迅 速 降 低 , 因 而 不 可 能 引 发 远 距 离 毒 性

( Collins et al., 2001; Heck et al., 2004; Franks, 2005) .

由 于 两 方 面 均 有 较 充 分 的 证 据 , 我 们 认 为 甲 醛 远

距 离 毒 性 具 有 特 殊 的 发 生 机 制 .

本 研 究 组 最 近 的 研 究 表 明 , 吸 入 甲 醛 可 以 诱

导 整 体 动 物 远 距 离 组 织 DPC 的 形 成 ( Peng et al.,

Zhao et al., unpublished data) . 根 据 Heck 和

Casanova 的 研 究 , 这 种 结 果 不 可 能 出 现 , 因 为 机 体

内 存 在 一 个 广 泛 的 甲 醛 解 毒 酶 系 , 其 活 动 可 以 降

解 甲 醛( Heck et al., 2004 ) . 同 时 , 由 于 甲 醛 化 学

性 质 活 泼 , 能 与 体 内 小 分 子 反 应 , 从 而 降 低 自 由 甲

醛 的 浓 度 . 早 期 的 研 究 表 明 , 吸 入 甲 醛 甚 至 不 影

响 血 液 中 自 由 甲 醛 的 平 衡 , 说 明 血 液 对 自 由 甲 醛

具 有“ 缓 冲 ”作 用( Heck et al., 2004) . 但 我 们 注 意

到 , 甲 醛 也 是 一 种 内 源 性 化 合 物 , 机 体 内 存 在 一 个

广 泛 的 内 源 性 甲 醛 产 生 系 统 . 这 些 酶 包 括 丝 氨 酸

羟 甲 基 转 移 酶 ( serine hydorxymethyltransferase ,

SHMT) 、甲 基 氨 基 酸 脱 氢 酶( 包 括 二 甲 基 氨 基 酸 脱

氢 酶 和 肌 氨 酸 脱 氢 酶 等) 、甲 基 氨 基 酸 氧 化 酶( 例

如 肌 氨 酸 氧 化 酶) 和 胺 氧 化 酶 等 ( Agrawal et al.,

2003; Binzak et al., 2000; Reuber et al., 1997; Shi et

al., 2004) . 其 中 , 胺 氧 化 酶 的 活 动 还 与 甲 醛 引 起 的

蛋 白 质 交 联 有 关 ( Haberle et al., 2004) . 这 就 存 在

一 种 可 能 性 , 即 吸 入 甲 醛 在 机 体 内 以 一 种 中 间 形

式 运 输 , 在 远 距 离 组 织 重 新 释 放 产 生 甲 醛 , 产 生 远

距 离 毒 性 . Thrasher 也 认 为 , 血 液 中 甲 醛 的 平 衡 并

不 能 说 明 甲 醛 没 有 远 距 离 毒 性 , 吸 入 甲 醛 在 血 液

中 形 成 的 加 合 物 可 能 在 远 距 离 毒 性 中 起 重 要 作

用 , 这 些 加 合 物 有 可 能 成 为 次 级 甲 醛 产 生 者 , 并 诱

导 肿 瘤 的 形 成( Thrasher , 2001) .

本 试 验 研 究 了 血 清 和 血 浆 对 小 鼠 肝 细 胞 DPC

形 成 的 影 响 . 如 果 甲 醛 和 小 分 子 的 反 应 确 实 可 以

降 低 游 离 甲 醛 的 含 量 , 从 而 减 小 甲 醛 的 毒 性 , 那 么

加 入 血 清 和 血 浆 以 后 DPC 的 形 成 将 降 低 ; 否 则 ,

DPC 的 形 成 将 不 受 血 清 和 血 浆 的 影 响 , 甚 至 还 会

有 上 升 .

1 材 料 与 方 法( Mater ials and methods)

1.1 仪 器 与 主 要 试 剂

试 剂 : 10% 的 福 尔 马 林 溶 液 ( Sigma 公 司) , 十

二 烷 基 硫 酸 钠 ( Merk 公 司) , 蛋 白 酶 K ( Merk 公

司) , Hoechst33258 荧 光 染 料( Sigma 公 司) , 小 牛 胸

腺 DNA ( Sigma 公 司) , 胎 牛 血 清 ( 杭 州 四 季 青 公

司) , 其 他 试 剂 如 KCl、NaH2PO4、EDTA 均 为 国 产 .

仪 器 : 三 用 电 热 恒 温 水 箱( 北 京 长 源 试 验 仪 器

厂) , 涡 旋 器 , 低 温 冷 冻 离 心 机( Eppendof- 5415R) ,

F- 4500 型 荧 光 分 光 光 度 计( 日 本 日 立) .

1.2 试 验 方 法 和 材 料

试 验 动 物 与 处 理 试 验 所 用 材 料 为 湖 北 省 预

防 医 学 院 试 验 动 物 中 心 提 供 的 SPF 级 昆 明 纯 系 雄

性 小 鼠 , 体 重 18~20g. 小 鼠 以 摘 眼 球 方 式 取 血 并

处 死 , 将 约 0.8mL 小 鼠 新 鲜 血 液 收 集 到 1.5mL EP

管 中 , EP 管 中 预 先 放 置 40μL 0.5M EDTA 作 为 抗

凝 剂 , 新 鲜 血 液 在 5000g·min - 1 下 离 心 5min , 上 层

淡 黄 色 血 浆( 约 0.4mL) 取 出 以 供 下 一 步 试 验 . 取

血 过 程 中 应 注 意 避 免 机 械 损 伤 , 以 免 红 细 胞 破 碎 .

如 果 血 浆 呈 红 色 , 则 表 明 有 溶 血 发 生 , 不 用 于 下 一

步 试 验 , 以 避 免 红 细 胞 中 甲 醛 解 毒 酶 系 对 甲 醛 的

降 解 作 用( 正 常 情 况 下 , 甲 醛 解 毒 酶 系 只 存 在 于 细

胞 中 , 不 存 在 于 血 浆 中) .

肝 细 胞 悬 液 的 制 备 以 上 小 鼠 处 死 以 后 迅 速

取 出 肝 脏 , 用 生 理 盐 水 洗 去 表 明 血 迹 , 再 用 眼 科 剪

剪 成 麋 状 ( 约 1mm3 的 组 织 块) , 4 层 纱 布 过 滤 , 将

细 胞 悬 液 在 1500g·min- 1 下 离 心 5min , 去 掉 上 清 ,

细 胞 成 分 以 8mL 生 理 盐 水 重 悬 , 苔 盼 蓝 排 斥 试 验

表 明 , 细 胞 存 活 率 大 于 95% , 得 到 的 肝 细 胞 悬 液

待 用 .

液 态 甲 醛 致 分 离 肝 细 胞 DPC 的 形 成 与 培 养 基

条 件 的 影 响 先 将 肝 细 胞 吹 打 均 匀 , 向 每 个 1.5

mL EP 管 中 加 入 0.5mL 细 胞 悬 液 , 1500g·min - 1 下

离 心 5min , 去 上 清 , 加 入 终 浓 度 为 500μmol·L- 1 甲

醛( 以 生 理 盐 水 配 制) , 并 根 据 试 验 要 求 加 入 生 理
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盐 水 , 10%的 胎 牛 血 清 或 者 10%的 分 离 血 浆( 均 使

用 生 理 盐 水 配 制) , 细 胞 吹 打 均 匀 . 37℃ 水 浴 中 温

育 60min , 苔 盼 蓝 排 斥 法 证 实 细 胞 染 毒 后 存 活 率 在

95% 以 上 . 染 毒 后 , 细 胞 在 1500g·min - 1 下 离 心

5min , 并 以 生 理 盐 水 洗 2 次 以 去 除 染 毒 液 中 残 留

的 甲 醛 ( 1500g·min - 1, 5min) , 细 胞 成 分 用 于 DPC

的 检 测 . 试 验 独 立 重 复 3 次 , 同 时 进 行 统 计 分 析

以 得 到 平 均 趋 势 .

1.3 DPC 的 检 测

DPC 的 检 测 采 用 KCl- SDS 沉 淀 法 ( Liu et al ,

2006; Zhitkovich et al., 1992; Kuykendall et al.,

1995; Chakrabarti et al., 1999) . 首 先 加 入 SDS, SDS

可 与 DPC 中 的 蛋 白 和 细 胞 内 蛋 白 结 合 , 而 不 与 自

由 DNA 结 合 ; 向 样 品 中 加 入 KCl 溶 液 , 可 以 使

DPC 和 蛋 白 沉 淀 下 来 , 而 自 由 DNA 留 在 上 清 中 .

将 上 清 液 转 移 , 再 向 沉 淀 中 加 入 蛋 白 酶 K 消 化 蛋

白 质 , 使 DPC 中 DNA 游 离 出 来 , 用 荧 光 法 同 时 测

定 此 溶 液 中 DNA 含 量 A 和 原 液 中 DNA 含 量 B,

计 算 DPC 系 数 ! , 以 此 值 表 示 DNA 和 蛋 白 质 的 交

联 程 度 , 具 体 计 算 公 式 如 下 :

! = A/( A + B) ( 1)

具 体 步 骤 如 下 :

细 胞 裂 解 : 在 染 毒 后 的 细 胞 沉 淀 中 分 别 加 入

0.5mL 2%的 SDS 溶 液 并 轻 微 振 荡 , 然 后 在 65℃ 加

热 10min 裂 解 细 胞 .

游 离 DNA 的 分 离 : 从 水 浴 取 出 裂 解 好 的 细

胞 , 加 入 100!L 溶 于 20mmol·L- 1 Tris - HCl 的 1.0

mol·L- 1 KCl( pH = 7.5) , 将 混 合 液 6 次 穿 过 1mL

的 聚 丙 烯 枪 头 , 从 而 使 DNA 长 度 统 一 . 混 合 液 冰

上冷冻 5min, 形成 SDS- K+沉淀后 , 于 10000g·min - 1、

4℃ 下 离 心 5min 收 集 沉 淀 , 将 上 清 液 转 入 另 一

5mL 离 心 管 中 . 沉 淀 加 入 1mL 清 洗 缓 冲 液

( 0.1mol·L - 1 KCl , 0.1mmol·L- 1 EDTA, 20mmol·L- 1

Tris - HCl , pH = 7.5) 重 悬 , 65℃ 水 浴 加 热 10min , 冰

上 骤 冷 5min , 重 复 离 心 和 清 洗 步 骤 3 次 , 每 次 都

将 上 清 液 转 入 5mL 离 心 管 中 .

DPC 中 结 合 DNA 的 分 离 : 最 终 的 沉 淀 重 悬 于

0.5mL 的 清 洗 缓 冲 液 中 , 然 后 加 入 0.5mL 的 蛋 白

酶 K( 0.4mg·mL- 1, 溶 于 清 洗 缓 冲 液 中 配 制) , 50℃

水 浴 中 消 化 3h , 再 在 冰 上 骤 冷 5min , 然 后 于

12000g·min- 1、4℃ 下 离 心 10min , 收 集 上 清 液 即 为

DPC 中 的 DNA.

DPC 的 定 量 : 先 制 作 DNA 浓 度 的 标 准 曲 线 .

用 清 洗 缓 冲 液 配 制 终 浓 度 为 0、100、300、500、

750、1000、1500、2000、3000、5000ng·mL- 1 的 小 牛 胸

腺 DNA 标 准 液 , 然 后 加 入 1mL 新 鲜 配 制 的 400ng·

mL- 1 荧 光 染 料 Hoechst33258, 使 荧 光 染 料 的 终 浓

度 为 200ng·mL- 1, 在 暗 处 染 色 30min , 用 F- 4500 型

荧 光 分 光 光 度 计 在 350nm 激 发 光 和 450nm 发 射 光

下 测 得 各 浓 度 的 荧 光 值 , 制 备 标 准 曲 线 , 如 图 1 所

示 , 回 归 方 程 为 : y = 2.4423 + 0.0028x, r2 = 0.9974.

将 染 色 后 样 品 用 F - 4500 型 荧 光 分 光 光 度 计 测 定

其 荧 光 值 , 根 据 标 准 曲 线 来 定 量 交 联 DNA 和 自 由

DNA, 再 计 算 DPC 系 数 ! .

1.4 试 验 数 据 的 统 计 学 分 析

实 验 测 得 的 各 项 数 据 用 Origin6.1 统 计 软 件 分

析 并 进 行 t 检 验 和 绘 图 .

2 结 果( Results)

以 前 的 研 究 结 果 证 实 , 甲 醛 可 依 剂 量 - 效 应 关

系 诱 导 细 胞 DPC 的 形 成 , 125μmol·L- 1 甲 醛 就 可 以

显 著 性 诱 导 DPC 形 成( Liu et al., 2006) , 因 此 , 本

研 究 选 用 500μmol·L- 1 甲 醛 染 毒 肝 细 胞 , 结 果 见 图

2. 当 细 胞 悬 浮 在 生 理 盐 水 中 时 , DPC 系 数 较 低 ,

仅 为 0.095±0.0099( n=13) . 当 悬 浮 液 中 加 入 10%

的 胎 牛 血 清 以 后 , 同 样 浓 度 甲 醛 引 起 的 DPC 系 数

极 显 著 上 升 , 达 到 0.173 ±0.0138 ( p < 0.01 , n =

13) . 加 入 10% 分 离 血 浆 以 后 , DPC 上 升 更 加 明

显 , 达 到 0.194 ±0.0267 ( p < 0.01 , 由 于 取 血 有

限 , n = 4) , 但 血 清 组 和 血 浆 组 DPC 系 数 没 有 显 著

性 差 异( p > 0.05) . 结 果 提 示 , 血 清 和 血 浆 对 甲 醛

诱 导 DPC 形 成 有 促 进 作 用 , 而 不 是 缓 冲 作 用 .

图 1 DNA 浓 度 的 标 准 曲 线

Fig.1 The standard curve of DNA concentration
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3 讨 论( Discussion)

目 前 国 际 上 关 于 甲 醛 远 距 离 毒 性( site - distant

toxicity) 还 有 很 大 的 争 议 , 争 论 的 实 质 是 : 甲 醛 诱

导 白 血 病 是 否 具 有 分 子 生 物 学 的 基 础 . 支 持 者 认

为 , 尽 管 机 体 可 以 迅 速 代 谢 吸 入 的 甲 醛 , 但 甲 醛 仍

然 可 以 以 某 种 方 式 在 远 距 离 组 织 积 累 和 释 放 , 产

生 远 距 离 毒 性 效 应 , 例 如 , 远 离 呼 吸 器 官 作 用 于 骨

髓 , 诱 导 白 血 病( Coggon et al., 2003; Hauptmann et

al., 2003; Shaham et al., 1996; 2003) . 反 对 者 认 为 ,

机 体 内 酶 系 统 对 甲 醛 的 解 毒 作 用 以 及 甲 醛 的 高 化

学 活 性 , 可 以 有 效 降 低 血 液 中 自 由 甲 醛 的 浓 度 , 因

此 甲 醛 只 可 能 在 高 浓 度 下 对 暴 露 组 织 产 生 毒 性 效

应 , 不 具 有 远 距 离 毒 性 , 所 以 甲 醛 诱 导 白 血 病 不 具

有 分 子 生 物 学 基 础 ( Collins et al., 2001; Heck et

al., 2004; Franks , 2005) . 因 此 , IARC 目 前 的 结 论

是 : 关 于 甲 醛 诱 发 白 血 病 的 调 查 数 据 充 分 , 但 是 理

论 依 据 不 足 , 需 要 通 过 进 一 步 的 研 究 以 确 认 甲 醛

诱 发 白 血 病 的 机 理( IARC, 2004) .

我 们 认 为 , 反 对 甲 醛 远 距 离 毒 性 的 学 者 忽 视

了 另 一 种 可 能 性 , 即 甲 醛 与 体 内 分 子 反 应 生 成 的

产 物 可 能 重 新 释 放 产 生 甲 醛 , 因 为 内 源 性 甲 醛 是

一 种 机 体 代 谢 的 正 常 产 物 . 本 试 验 证 实 , 血 清 和

血 浆 对 甲 醛 诱 导 DPC 的 形 成 不 是 抑 制 作 用 , 而 是

促 进 作 用 , 这 提 示 , 机 体 内 分 子 与 甲 醛 的 反 应 并 不

总 是 降 低 甲 醛 的 毒 性 , 反 而 可 能 促 进 甲 醛 的 某 些

毒 性 效 应 , 例 如 DPC. 关 于 甲 醛 远 距 离 毒 性 的 机

理 如 图 3: 吸 入 甲 醛 在 暴 露 组 织 和 血 液 中 生 产 FA-

X 的 加 合 物 , 并 在 血 液 中 运 输 , 达 到 局 部 组 织 , 并

在 局 部 组 织 酶 系 作 用 下 , 重 新 产 生 甲 醛 , 参 与 远 距

离 毒 性 作 用 . 甲 醛 暴 露 后 , 血 液 中 自 由 甲 醛 虽 然

保 持 平 衡 , 但 这 种 FA- X 的 加 合 物 却 可 能 上 升 , 并

成 为 远 距 离 毒 性 效 应 主 要 参 与 者 .

实 际 上 , 化 学 性 质 活 泼 的 化 合 物 与 远 距 离 效

应 并 不 完 全 矛 盾 . 例 如 , 一 氧 化 氮( NO) 虽 然 化 学

性 质 活 泼 , 在 机 体 内 不 能 稳 定 存 在 , 但 吸 入 NO 仍

然 可 以 导 致 外 周 血 管 舒 张 作 用 , 也 可 能 产 生 毒 性

效 应 , 其 中 , 舒 张 作 用 主 要 是 通 过 形 成 亚 硝 基 硫 醇

( S- nitrosothiol , SNO) 实 现 的 , 而 毒 性 作 用 是 通 过 形

成 其 他 氮 化 物 ( NO2、 过 氧 亚 硝 酸 盐 等) 实 现 的

( Hogg, 2002; Weinberger et al., 2000) . 与 NO 类 似 ,

甲 醛 也 是 一 种 化 学 性 质 活 泼 , 可 在 机 体 内 以 其 他

形 式 存 在 的 化 合 物 . 因 此 , 有 必 要 进 一 步 研 究 甲

醛 吸 入 后 血 液 中 形 成 了 哪 种 甲 醛 的 加 合 物 , 以 及

这 种 加 合 物 是 否 参 与 了 吸 入 甲 醛 的 远 距 离 效 应 的

实 现( Thrasher , 2001) .
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1. 论文插图用于描绘难以用文字或表格表达的内容. 因此 , 应突出 图 的 直 观 性 和 自 明 性 , 即 不 阅 读 正 文 , 仅 借 助

图例和图注就可以获得必要的信息.

2. 图的长宽比、坐标轴单位的设计、线条疏密程度等要科学、合理 , 切忌过分重叠、凌乱. 要注意图的整体效果.

3. 图要大小合适( 能够看清所反映的内容) . 插图通常分为半栏图( 图宽 45~65mm) 和通栏图( 图宽 100~120mm) .

作者可根据文中图的需要、繁简程度确定合适的宽度.

4. 中英文图题置于图的下方 ; 图注一般置于中英文图 题 之 间 , 亦 可 放 在 图 内 ; 图 例 要 清 晰 、分 明 、大 小 合 适 , 一 般

应 放 在 图 中 空 当 处 . 图 例 应 采 用 易 区 分 的 标 识 , 如“ ×、□、△”等 . 避 免 采 用 粗 细 线 之 别 或 灰 度 差 之 别 ; 尽 量 不 用 虚 线

和点划线作图例.

5. 对 于 坐 标 图 , 标 目 一 般 由 物 理 量 及 其 相 应 的 符 号 和 单 位 组 成 . 图 中 用 符 号 表 示 数 值 的 量 和 单 位 时 , 应 按

GB3101- 93 的 规 定 , 用 量 与 单 位 的 比 值 表 示 数 值 , 即 物 理 量 符 号( 斜 体) 与 单 位( 正 体) 之 间 用 斜 线 隔 开 , 如 p/Pa, c /
( mol·L- 1) 等.

6. 为便于国际交流 , 除图题需中英文对照外 , 坐标标目及图中的注释、图例等亦应中英文对照.

7. 图字采用 6 号宋体( 英文用 8P) . 图中物理量符号、单位符号应与文稿一致.

8. 对 于 照 相 图 , 原 稿 照 片 应 图 像 清 晰 , 层 次 分 明 , 反 差 适 中 , 无 污 损 和 折 痕 . 电 子 显 微 镜 照 片 图 还 应 在 其 说 明 文

字或注释中表明其放大倍数. 如用彩图请事先向编辑部说明 , 彩页另收费.

9. 凡 属 我 国 全 国 政 区 图 , 务 请 给 出 包 括 南 海 诸 岛 的 全 图 ; 对 地 图 国 界 的 绘 制 要 特 别 慎 重 . 有 关 此 类 图 编 辑 部 需

送有关主管单位审批才可刊发.
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